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e x cha nge r, グ ル コ コ ル チ コ イ ドレセ プタ ー の
発現に関する研究
金沢大学医学部医学科耳鼻咽喉科学講座 (主任 : 古川 傍教授)
寺 西 重 和
喚覚障害は従来そ の 重要性 が認識 され に く い 面が あ っ たが , 生活の 質を求 め る現代 に お い て 徐々 に 重要視 さ れ て きて い
る ■ 臨床的 に, 鼻汁分泌過多と ともに嗅覚が低下す る こ と は し ば しば経験 され , 原 因と して 喚粘膜の 炎症性腫脹 に よ る気流の
障害が考えら れ る が , そ の 他 に 喚上 皮性変化 と して , 喚上 皮を覆う粘液 (喚粘液) の 量的な変化と と も に粘液の 性状 の 変化に
よ る喚覚障害 (喚粘液性嗅覚障害) の 存在の 可 能性 が推察 され る. 喚粘液 の 電解質濃度 は ほ ぼ 一 定 に保た れ て い る と考えら れ
て い る が
, その 維持や 調整 の 機構に つ い て は , 従 来ほ と ん ど報告され て い ない . 本研究で は, その 喚粘液の 電解質濃度 の 維持
や調整の 機構 に つ い て検討を し た･ 正 常ラ ッ トの 喚上 皮 にお けるイ オ ン恒常性椎待機構 と して , ナ トリ ウム ポ ン プで ある Na十,
K
'
-A T Pas e(s odiu m, pOtaS Sium - ade n osin etripho sphata se) を免疫組織化学的染色法 に よ り, また ナ トリ ウ ム ･ プ ロ ト ン 交換輸
送体(s odiu mTPr OtO n eX Cha nger, NH E)を定量的P C R法に よ り検索 した . さ ら に, 唾液腺や腎臓 にお い て は唾液や尿 の 電解質
調節 に Na+, K
+
功T Pas eが 重要な役割を果 たして お り , ス テ ロ イ ドがその 活性を制御 して い る と見 られ て い る こ と, ま た 臨床的
にもス テ ロ イ ド投与は嗅覚障害に対する重要な治療法 である こ と か ら , グル コ コ ル ナ コ イ ドレセ プ タ ー の 発現を免疫組織化学
的染色法 に より検索を した･ さ ら に , 硫酸亜 鉛を点鼻 し た 嗅覚障害 モ デ ル で も同様 に検討 し た . 正 常 ラ ッ トで は , Na十 , K･ -
J m a SeはBo w m a n腺 の 腺管 で最も強く発現 が見 られ , そ の ほか に Bo wn a n腺 の 腺房細胞や喚細胞 でも発現 が見 られ た . ま た
N H Eの 発現 で は 検索 した 5 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム の うち NH E-1 が, 喚上皮で そ の 生 理 的役割が期待で きる量 の m R N Aの 発現が
確認 され た ･ また , グ ル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プタ ー 抗体 は支持 刺包の 鼻腔血の細胞質で最も強く見 られ , その ほ か に支持細胞
の 基底側面の細胞質 でも発現 が見られ た ･ 喚覚障害 モ デ ル で は , 嘆上 皮 の 回復過程 に お い て喚 上 皮 の 再生 と と もに Na十, K十一
A TPas eや グ ル コ コ ル チ コ イ ド レセ プタ ー も再生 する こ とが 観察 さ れ , こ れ は 行動学的な観点でも喚刺激性行動観察法 に より




Pa s eや N H E-1 が関与し, さ ら に
グル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プタ ー の 制御 を受けて い る可能性 が示唆 さ れ た.
Key w o rds olfactory m u c os a, Na
+
, K m as e, S Odiu m-Pr OtO n e X Changer-1(N H E-1), glu co c o rtic oid
re c epto r, 0払 ctorydysfun ctio n
緒 言
嗅覚は視覚 , 聴覚 , 味 覚, 触覚 と と もに 人間の 五 感 の なか の
一
つ で ある ･ しか し, 喚覚が視覚や聴覚 の よう に ヒ ト社会生活
に必要な コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン の 手段 にな る こ と は稀 で あり, ま
た そ の 障害も他人に は理解 さ れ にく い こ とか ら, そ の 重要性は
認識 さ れ にく い 而 が あっ た . しか し, 喚覚障害に よ っ て ガス 漏
れ, 火災 や食品の腐敗 に気付き にく い な ど, 直接生命や身体 に
影響を及 ぼす こ と さ えあり , ま た 日常生 活上 も食欲 の 低下, 調
理意欲 の 低下を招き1), 喚覚の 重要性 は生活 の 質を求め る現代
にお い て ますます重要視され て きて い る.
嗅覚障害2)の 原 因 (表1)をま と め た 三 輪 の報告1)に よ れ ば ,
545例中､ 鼻 副鼻月空疾患 が2 9 % と最も多く , 次い で 感冒牒恩後
が 22% , 頭部外傷 が15 %, 頭 蓋内疾患が 5 %, 薬物 , 有毒物
質 に よ る もの が 2 % とな っ て い る . しか しな が ら, 嗅覚受容器
の 末梢や中枢 に明 らか な異常 の 見出せ な い , 特発性や 原因不明
に分類 され る も の が 26 %もあ り , そ の 病態 に は 不明 な点 が多
い の が 実情であ る.
喚覚障害 に対す る治療法 は, 原 因と なる疾患 が特定できれ ば
その 治療 を行う の が 原則であ る . しか しな が ら , 感冒雁患後 や
特発性な ど の 原 因の は っ きり し な い 例 で は, そ の 原因に 対する
特異的治療は 困難 である . こ の ような症例の多く に は 初期治療
と し てス テ ロ イ ド剤 の 点鼻や 内服 が行わ れ て お り3), そ の 有効
性も既 に報告 されて い る
4) L 7)
. ス テ ロイ ドに は多種多様 の 薬理
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喚覚障害モ デ ル で の 電解質調節蛋白の 発現に つ い て
Table l. Clas sfic atio n of olfactory dysfu n ctio n s that
C O mPlic ated is e ases
01fa ctorydysfu n ctio ns Cau sediseas es
Respiratorys m elldis orders Al 1erglC rhinitis
C hro nic sin u sitis
Ily pertrophic rhinitis
Peripherals mell dis orders C hro nic sinu sitis
Postc o m m o n c old
Drugindu c ed
Co mb ineds m ell diso rders
Cen trals m e11 dis orders Headi【りury
Intra cra nial dis eas e
作用が ある が , 喚覚障害に対する ス テ ロ イ ド療法
8)は そ の うち
の 強力な抗炎症作用 を期待 した治療法 と さ れ る . しか し, 炎症
所見の 見ら れ ない 喚覚障害例 でもス テ ロ イ ド療法 に よ り喚覚障
害の 改善するもの が散見され , 単 な る抗炎症作用以外 の 作用機
序が働 い て い る こ とも考え られ る .
臨床 的に , 感 冒雁患時ヤ ア レ ル ギ ー 性 鼻炎時に鼻汁分泌過多
とともに喚覚が低下する こ と は しば しば 経験 され る. 原因と し
て喚上 皮 の 炎症 によ る こ オ イ 物質の 伝搬障害が考え ら れ る が ,
その 他 に喚上 皮の 存在する嗅袈が開放 し て い る症例で は, 嗅覚
受容の 最末梢 に位置す る喚 上皮を覆う粘液(喚粘液)の 量的 な
変化 と と もに , 粘液 の 性状の 変化 に よ る 喚覚障害(嗅粘液性嗅
覚障害) の 存在 の 可能性が推察 さ れ る . 喚粘液の 生 理 的役割と
して, 喚上 皮 にか か る浸透圧調整や ウイ ル ス 感染を防ぐた め の
免疫系を有 し, ま た その 電解質濃度 は ほ ぼ 一 定 に保 た れ て い る
と考えら れ て い る . そ の Na+ イ オ ン 濃度 は 50､ 60m M で, 呼
吸上皮を覆う粘液 の 128～ 1 50m M と は大きく異 な っ て い る と
報告さ れ て い る
9)1()
. 喚上 皮 に お い て Na+ イ オ ン 濃度が 低く保
たれ て い る こ と は , 内耳蛸牛 の 内リ ン パ 液と 同様 に嗅覚受容に
何ら か の 役割を果た して い る 可 能性 が推測 され る . こ の 嗅粘液
の 電解質濃度の 維持 や調整の 機構 に つ い て は , 従来ほ と ん ど報
告さ れ て い な い .
→ 般 に , イ オ ン の 恒常性維持機構と して 他の 組織で知ら れ て
い る もの に , イ オ ン ポ ン プ (io n pu mp) と イ オ ン 交換輸送体
(io n e x ch ange r)が 挙げ られ る .
細胞内環境を維持す るの に最も重要 なイ オ ン ポ ン プ は ナ トリ
ウム ポ ン プで あり, Na
+
イ オ ン と 灯 イ オ ン の 能動輸送 を行 っ て
い る . Na
+
,lC,ÅT Pa s e(sodiu m, pOta SSiu m-A T Pas e) は細胞膜 の
ナ トリ ウ ム ポ ン プ に 存在 し, そ の 細胞内イ オ ン 環境(低ナ トリ
ウ ム
, 高 カ リ ウ ム) を維持す る機能を担 っ て い る酵 素で あ る.




e x cha nge r,
N H E) は細胞膜 に存在す る膜蛋白 で, 細 胞外の Na
'
イ オ ン と細
胞内の 打 イ オ ン を 1対 1 で交換 し
11)
, 細 胞内pH の 調整 , 細胞
の 容積 の 調節, 細胞 を介 して の Na+ イ オ ン の 吸収な ど の 働 きを
持 っ て い る1 2)13)
本研究 は , 喚粘液の 電解質の膿度調節維持機構の 点か ら嗅上
皮 にお ける Na+ , K
十
-A T Pa s eと NHE の 発 現 川 を検討 し, また 嘆
覚障害に おける ス テ ロ イ ドの 作用機序を考察す る ため に, グル
コ コ ル チ コ イ ド受容体 の 発現 に つ い て も併せ て 検討 した .
331
対象由 よ び方法
Ⅰ. 免疫組織化学染色に よ る検討
1 . 対象
生後 4 ～ 5週齢の 体畳100～ 150gの W istar系雄性ラ ッ ト(日
本 チ ャ ー ル ス リ バ ー , 横浜)を各群4匹, 対照4 匹の 計24匹使
用 した . 動物 の 取 り扱 い は金沢大学医学部附属動物実験施設の
動物実験指針 に従 い , 動物 に苦痛を与えぬ よ うに 十分に配慮を
した .
2 . 組織採取
組織採取 にあ たり, ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル (ネ ン ブ タ ー ル ⑧ ,
大日 本製薬, 大阪) の 100m g/kg腹腔内投与 に よる 麻酔後, 開
胸 し て 経心的に海流固定を行 っ た . 海流液に は0.01 M P B Sを,
固定 液 に は 4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (pa rafo r m aldehyde,
P m)P B S溶液を使用 した. 潅流固定後組織採取 の た め断沃 し,
24時間P F A固定液 にて 固定した後12 % E D T A水溶液 に て 脱灰,
ア ル コ ー ル 上 昇系列に て 脱水後d- リ モ ネ ン (He m o-De⑳, 藤沢
薬品工業 , 大阪) で透徹 した 後 パ ラ フ ィ ン 包捜 し, ミク ロ ト ー
ム に て前額断方向の 厚 さ 2 〃 m の 切片を作製 した.
3 . 免疫組織化学的検討
免疫染色 は デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー 法 に て ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で
行 っ た . パ ラ フ ィ ン 切片 は脱パ ラ フ ィ ン した後 , 3 %過酸化水
素水 に て1 0分間内匡=生ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性を阻止 した . 非
特 異的反応を阻害す る ため に , 1 % ウ シ血清 ア ル ブ ミ ン 加Tris-
H Cl(50m M tris-buffer ed salin e) を10分間反応 させ た後,
一 次





A T Pas eβ - 1抗 体(Upstate Biote chn olog yIn c, Lake Pla cid,
U S A), ウ サ ギ 抗 ヒ ト グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プ タ
ー 抗 体
(A臨nitybio re agents,In c, Golde n, U S A) をそれぞれ100倍, 20 0
倍希釈で使用 し た. 二 次抗体 と して , パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標識デ
キ ス ト ラ ン 結合ヤ ギ抗 ウサ ギIgG抗体 (ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 京都)
を使用 し, 3 0分間反応 させ た後30 % 3, 3
'ジア ミ ノ ベ ン チ ジ
ン 四塩酸塩 (3,3
,
-dianin obe n zidin e) 過酸化水素加Tris-H Cl にて
3 ～ 10分 間発色反応 を行 っ た . 対比 染色と し て, マ イ ヤ ー ヘ
マ トキ シリ ン 溶液(和光純薬工業, 大阪) に て30秒間後染色 し
た .
4 . 喚刺激性行動観察法1 5榊)
喚覚障害の 評価 の た め に, 行動学的観察方法と して シ ク ロ ヘ
キ シ ミ ド (CyClohe ximide)を利用 した 喚刺激性行動観察法 を行
っ た .
シ ク ロ ヘ キ シミ ド水溶液 は ラ ッ ト にと っ て 特有の ニ オ イ と不
快 な昧を持 つ と さ れ , ラ ッ トは一一 度そ の 昧を経験する と シク ロ
へ キ シ ミ ド水溶液の 持 つ ニ オ イ を記憶 し, そ の 後は そ の こ オ イ
を嘆 い だ だけで シク ロ ヘ キ シ ミ ド水溶液を忌避する よう な る
1 7)
た め , 駆鼠剤と して用 い られ て い る薬剤である.
ラ ッ ト は12時間毎の 昼夜周期 で通常 の 固形飼料を任意に与
え た が , ラ ッ トを 渇の 状 態に する た め に4 8時間絶飲さ せ た 後,
ラ ッ ト飼育 ケ ー ジ に0.01 % シクロ ヘ キ シミ ド水溶液 の 入 っ た 給
水瓶 と蒸留水を 入れ た給水瓶を備えた . こ の 飼 育ケ ー ジ に ラ ッ
トを1 匹ず つ 入 れ , ラ ッ トが どち ら の 給水瓶か ら飲水する かを,
10分間以 内の 観察時間で各ラ ッ ト最高10試行ず つ 調 べ た. 観
察 中も掲の 状態 にす る ため に, 給水瓶の 先端に 口 を つ ける と直
ぐに給水瓶を取り外 して, ラ ッ ト には 1 回 に極少量 の 水分 しか
飲 め な い よう に し た. 1回毎 に Gelle r m a n n系列
16)に従 っ て規
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則性 の な い よう に , 右, 左, 左, 右, 左, 左 , 右 , 右, 右, 左
の 順序 で シ ク ロ へ キ シ ミ ド水溶液の 入 っ た給 水瓶 の 位置を替え
た , 蒸留水を飲 ん だ 場合を正解と し, シク ロ へ キ シ ミ ド水溶液
を飲 ん だ場合を誤りと した . 理論 的 には 完全 に嗅覚 を失 っ た 動
物 で の 正答率 は 50% と な る . 以 上 を第 1 回目 の 学習 と し た .
第1 回目の 学習終了後, ラ ッ トに 十分な飲水を させ た後 , 給 水
瓶を外 し水分を与えな い よう に して 48時間後 に同様 の 実験を
行 い , 第2 回目 と した . 学習を完全なもの とす る た め に , 誤 り
が 出なくなるま で これ を繰り返 し, どの ラ ッ トも 3 ～ 4 回の 学
習 で最終的に誤りが出なくな っ た . 喚刺激性行動 の 観察 は条件
を 一 定 にす る た め に , す べ て 17暗 か ら20時の 間 に 脱臭装置 の
ある 中で行 っ た .
5 . 嘆覚障害 モ デ ル の 作製
シ ク ロ へ キ シ ミ ド水溶液 によ る学習終了後24時間に , 5 %
硫酸亜鉛水溶液を点鼻した. 点鼻にあた っ て は , ラ ッ トを仰臥
位 に して頭部を固定 し, 1 ml注射器 に20 ゲー ジ留 置針 (サ ー
フ ロ ー ⑧ , テ ル モ , 東京) の 外套針を接続 し, 両側鼻腔 にそれ
ぞれ 0.2 mlずつ 点鼻し た. 硫酸亜鉛水溶液が十分 に喚上皮 に達
す るた め に , 10分 間仰臥位 の まま に した .
6 . 組織採取
上記の 方法に従 っ て 作製 した 喚覚障害ラ ッ トを, 硫酸亜鉛水
溶液点鼻後 2, 5, 8, 14, 21日目 に, 対照群と 同様にして パ
ラ フ ィ ン切片を作製 し た.
Ⅱ . 定量的 P C R法 1 8)に よ る腺上皮 にお ける N H E発現の検討
1 . 対象
生後 6 ～ 8 週齢 の 体重180～ 220gの W istar系雄性 ラ ッ ト(日
本チ ャ ー ル ス リ バ ー , 横 浜)を3匹使用 した .
2 . 嗅上 皮め採取
ラ ッ トは ベ ン ト パ ル ビタ ー ル (ネ ン ブ タ ー ル ⑳, 大日 本製薬,
大阪) の 100mg/kg腹腔内投与 に よ る麻酔後, 開胸して経心的
に潅流固定を行 っ た . 潅流 液 に は 水冷 P B S を, 固定 液 に は
m R N Aの 崩壊を防ぐた め に氷冷 アセ ト ン (和光純薬 工業)を使
用 した. 潅流固定後, 組織採取 の ため 頭部を摘出 して 正 中で 雛
断 し, 鼻中隔面か ら嗅上 皮を摘出し た . 採取 した組織 の 一 部 は
後 固定 の 後 パ ラ フ ィ ン 包壊 し て , 通 常の B E染色を行 い , 喚上
皮 で ある こ とを組織学的に確認 して お い た. ま た喚上 皮 と 同時
に , 腎臓, 小腸, 大腸, 脳, 心臓, 脾臓も摘出 し た . 摘 出 した
組織 は液体窒素内で急速凍結され , 次 の 実験開始ま で-80℃の
Table2. Prim ers and Probes
冷凍庫内で保存され た.
3 . m R N Aの 抽出 と cD N Aの 作 製
保存 さ れ た 組織 は , そ れ ぞ れ2 0～ 50m gを Quick Pr ep⑳
M icr o mR N A Pu rinc ation Kit 仏皿 e rSha m pha r m aciabiote ch,
Pis c ata w ay, U S A) を用 い て m R N Aを抽出 した . そ の 概 要は, グ
ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ アネ ー ト (卯 anidin u m th io cyan ate) と N 叫
ラ ウ ロ イ ル サ コ シ ン (N-1a u r oyls a c o sin e) を含む 横篠根中で組
織を超音波 に て (U R･20P, ト ミ ー 精工 , 東京)破砕 し た後, オ
リ ゴ (dT) セ ル ロ ー ス (01igo(d T)- Cellu ro se) に m - R NA を吸着さ
せ た . そ の 後 , 高塩濃度綬衝液(high-S altbuffe r, 10m M T ris_
H Cl, 1 m M E D T A,0･5M NaCl, pH 7.5) と低塩濃度緩衝液00 W
Saltbu触 r, 10m M T 血 HCl, 1 m M E D T A, 0.1 M NaCl) で各5
回洗浄 し, 遠心 した 後, 400FLlの 溶 出綬衝液 (elutio nbufer,
10m M T ds-H Cl, 1 m M E D T A)で mR N A を溶出させ た.
こ こ で 得られ た溶液は D N Aの 混入を防ぐため , D Nas eI(宝
酒造, 大津) で処 理 した . す なわ ち180FLlの m R N A液に , 20
FLlの 10 ⅩD Na seI緩衝液 〔0.5 M Ttis硬衝液 , bH 7.5)0.1 m M
M gCl, 1 m M ジチ オ ト レ イ ト
ー ル , 50FLl/ml 仔牛血清 アル ブ
ミ ン〕, 5 FLlの D Nas eI(5u nits/fLl) , 5 FLl の R Na se阻害剤
(宝酒造, 大津)を加えて3 7℃ で30分間処理 した . 続い て フ ェ
ノ ー ル 摘 出 し, 2.5 M酢酸 カリ ウ ム (pⅢ 7.5) を加えて95%エ タ
ノ ー ル で 30分以上 , - 20℃ で 沈殿させ た ･ そ の 沈殿を50〃l
の R Na s e除去水で 溶解 した .
そ の m R N A溶 液 は Fir st-Str a nd cD N ASynthe sis Kit
(A皿 e rSh am Pha rm aCia biote ch) にて cD N Aに逆転写 した. 概略
は mR N む溶液 に ラ ン ダム ヘ キ サ デ オキ シヌ ク レ オチ ド灯弧 do m
hexade o xyn u clotide s), マ ウス 由来逆転写酵素 (M u rin e re v erse
tra n scripta se) を加え, 3 7℃,1時間反応 させ , 最後 に90 ℃,5分
間 にて 逆転写酵素 を失宿さ せ た .
4 . 定量的P C R法
1) プ ロ ー ブ と プ ライ マ ー の 選択
先 に 得 ら れ た , CD N A溶液 は β- ア ク チ ン の プ ラ イ マ ー
(Pr o m ega, M adis o n, U S A) に て通常 の P C R法を40 サ イ クル 行
い
, 体 細胞 D N Aの 混入 に よ る バ ン ドが 出現 しな い こ とを確認
し たうえで使用 し た .
定量 的P C R法 は , A B I Pris m 7 70 0s equ e n c edete ctoio n
SySte m (P E Applied Bio syste m, Fo ste r, U S A) を用い た . 遺伝子
発現の 内在性 コ ン ト ロ ー ル と し て は, グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ドリ ン
離脱水素酵素 (glyc e raldehyde-3-pho sphate dehydr oge n as e,
N H E For w ardprim er Re v ers eprlm er Pr obe
1 5一-CA CA G TCCT G G A C CAC CT TCT-3
'




-(5- Carbo xyflu oros cein[FAM])
- ACAGGCA TC GA GGACA TC TGTG GTCA
q(N,N,N;N
T
- tetr am ethyl-6c arbo xyrhodamine[T A M R A])
2 5
'




- T AGGC TGGT G AGGCTT T C TT T-3f 5■-(F AM - C AG GCGC T CTT GC C A G ATCA G TTCT-T AM R A)
3 5
一








-GAATC CACAG GT AA C C CA TG CT-3. 5
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- G C T C G A GTCT m A A G T C CAC CA -3- 5
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喚覚障害 モ デ ル で の 電解質調節蛋白の 発現 につ い て
G A P D H) の 発現を指標 と し た (TaqM a n⑧ Rodent G A P D H
Co ntroI Re age nts,P E Applied Bio syste m) .
NH Eの 遺伝子配列 は, イ ン タ ー ネ ッ ト で Entr e z-Nu clotide
mttp://w w w･n Cbi･nlm .nih･gO V:80/e ntre z) か ら ダ ウ ン ロ ー ドし
た . N H Eの 遺伝子で各 アイ ソ フ ォ ー ム で 遺伝子配列の 特異性
が高 い C末端側 か ら700-800 bpの 塩基配列を用 い て , パ ー ソ ナ
ル コ ン ピ ュ ー タ ー で Prim e rExpre s s(P E Ap plied Biosystem s)
を用い て プラ イ マ ー と プロ ー ブを選択 した (表2). 使用 した プ
ラ イ マ ー は宝 酒造(大津) か ら, ブ ロ ー プ は パ ー キ ン エ ル マ ー
ジャ パ ン (浦安)か らそ れ ぞれ購入 し た･
2)A BI P RIS M 7700 に よ る定量的P C R法
本法で は 96穴 プ レ ー ト 内の 各ウ エ ル で それぞれプラ イ マ ー
と プロ ー プ の 存在下に P C R反応を行 い , P C R反応 の 進展 に と
もな い , 5' ヌ ク レア ー ゼ活性をもっ たTaqポ リメ ラ ー ゼ が プロ
ー ブを分解す る. そ の ときプロ ー ブ の 分 解前で は ア ル ゴ ン レ ー
ザ ー 光線 にて 励起され るリ ボ 一 夕 ∵ の 6 - カ ル ポ キ シ フ ル オ ロ
セイ ン (6-Ca rbo xy丑u o re sc ein) の 蛍光が, 6 - カ ル ポ キ シ テ ト
ラメ チ ル ロ ー ダ ミ ン (6{ a止0Ⅹyptetr am ethyl一 血oda mind の 蛍光
によ っ て 打ち消され る が , P C R反応の 進行 ととも にプロ ー ブが
分解さ れ 蛍光 シ グナ ル が増加す る こ と に よ りPC R産物 の 生 成
をモ ニ タ ー す る . こ の ように し て各ウ エ ル に つ い て P C Rの 反
応回数と, P C R生成物の量を反映す る蛍光強度を記録する . こ
れに よ り得られ た P C R増幅曲線 から, P C R産物 が指数関数的
に増幅す る最初の サ イ ク ル数を開催サ イ ク ル ロll re血 01dcycle,
Ct)と し, この Ct値は対象とす る遺伝子の P C R反応開始前の 初
期量を反映す る. これ に より各サ ン プル の 遺伝子の コ ピ ー 数の
相対値が求め られ る. これ を発現 が各組織で 一 定した発現をす
る遺伝子, す なわちβ- ア ク チ ン や グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ドリ ン酸
脱水素酵素 (G A P D H) 遺伝子 の 発現量 で標準化す る こ と に よ
り, 各遺伝子の 発現状態 が比較可能 にな る.
A BI P rism 7700を用い た P C R反応 は, 以下 の 条件 で行 っ た .
各ウ エ ル に は , CDNA サン プル , 10 Ⅹ Taqm an緩衝液 (5 FLl),
各20 jL M d A TP, d C T P, d G T Pと4 00FL M d U T P, 5 m M
MgC12, AmpliTaq Gold l.25単位, AmpEra s eウ ラ シル N- グリ
コ シ ラ ー ゼ (u r a cil N-glyc o sylas e, U N G)0.5単位 (P E Ap plied
Bio syste m)を加え, プ ラ イ マ ー を300nM , プロ ー プ を200 nM
の 濃度 にな る よう に し て全量 を50〃1 と し た. サ
ー
マ ル サ イ ク
ラ ー は50℃, 2分 間, 95℃, 5分間の 後t 50 サ イ クル の 95 ℃, 15
Fig.1. No r mal01hcto ry epitheliu min the c o ntrolr at. Black
arro wsindic ate acinalc ells ofBow m anrsgland. (He m ato xylin-
Eo sin stain)Scaleba rindic ate s20pm .
333
秒, 60℃,1分 間の 増幅を行 っ た .
各サ ン プ ル の 遺伝子の コ ピ ー 数 の 比較を容易にす るた め に,
腎の mR N A を1倍, 4倍, 16倍, 64倍 , 256倍に 希釈 し, 標準
曲線を作成した . 1つ の m R N A サン プ ル は 一 回の 計測 につ い て
3 ウエ ル に て行わ れ, 日を変えて 3回計測 して , 各個体 の 平均
値と標準偏差を求め た . 各部位 ごと の 比較を容易 にする ため に,
腎 におけるそ れぞれ の 計測値を NHE/G A P D H‡1 と して計算し
た .
成 紙
Ⅰ. 正 常ラ ッ トにお ける観察
1 . 正常 ラ ッ トの H E染色
正常ラ ッ トの 鼻粘膜嘆部は喚上皮 と粘膜固有層 か ら成り , 喚
上 皮は 嘆細胞 , 支持細胞, 基底細胞か ら構成 され て い た . 嗅上




, K l〟Ⅰ?as e抗体の 発現様式
正常 ラ ッ トの 喚上皮を, Na
+
, 打 ･〟Ⅰ?a s e抗体を 一 次抗体 とす





rA TPas e staining ofn o r mal01血ctory epitheliu m.
Du ctal c ells of the Bo w m a nls gla nd sho w ed str o ng
im m u n o re a ctivibr O)1a cka rro w s).Sc alebarindic ate s20jJ m .
Fig.3. Glu co cortic oidr eceptor staining ofn o r m alolfa cto ry
epitheliu m. Ⅷ e cytopla s m of the olfa cto ry s uppo rting c ell
fading to the n a s alcavitY Sho w ed str o ngim m u n o re a ctivity.
Scalebarindic ates20FL m .
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Table3･ Su m m ary of im m u n ohisto chemicallye xpres sionin co ntrolrats
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Fig. 4. Ampli£cation plots brqu a ntita iv e 肝 P C Rre a ctio ns wi dl the sta rting sodiu m/proton e x change r(N H E)gene c opyn u mber･





Fig.5. Standard c u rv eplo輯nglogstartingcopyn u mbervs. Ct他re如dLdcyde). n eblad【dots repr e se ntthedatafor standards a mples
Plotted induplic ate andthe red dots血edata for unknow nge nemicD N Asample splotted intriplicate .
喚覚障害 モ デ ル で の 電解質調節黄白の 発現に つ い て
Table4. Relativ e abu ndan c e ofNH E
- 1
,
NH E-2, N HE-3, N H E-4, and N H E-5 m ess age n or m aliz edtoG AP D H
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Site NH E-1 NH E
-2 NHE-3 NH E-4 N H E-5
01fact O.5 1±0.0 5 3
K idn ey l･0±0･0 4 5
Sm all int. 3 .8± 0.2 3
CoIo n 5 .0±0.5 3
Brain l.3土0.16
Ⅲeart 7.3 土2.O
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0 2 ヰ 8 8 1 0 1 2 1 ヰ 1 8 18 2 0
Day$ a伽 r n a s alinjらCtio n$
Fig.6. M e a npe rc e ntage ofc o rr e ct re spo n s ein olfa cto ry
epithelia da m aged ratsthat w e r e m ade irrigatio n with zin c
s ulphate･ Te st m e an sthe tr aining ofratsto disc rimin atio n
betw e e n aO.05% cyclohe ximide s olutio n and dis led w ate r･
Dataare giv e n as盲 ±S D.
を 認 め た の は , Bo wm a n腺 の 腺 管 で あ っ た . そ の ほ か に
Bo w m an腺の 腺房や 上 皮下 の 喚神経束 で発現を認め た (表 3).
3 . グル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プ タ
ー 抗体 の 発現様式
正常 ラ ッ ト の 嗅上 皮を, グ ル コ コ ル チ コ イ ドレセ プタ ー 抗体
を 一 次抗体 とする 免疫染色に て観察 した (国3). 嗅上皮 の なか
で 最も強く発現 を認 め た の は支持細胞 の 鼻腔側 の 細胞質 で , 支
持細胞 の 側面 でもそ れ より弱い 発現を認め た (表3).
4 . 喚上 皮 お ける NIi Eの 発現
各計測 に お い て 良好なP C R反応が計測 され た (図4). こ れ
らの 増幅曲線 か ら , 腎 の m R N A を希釈 して便宜的 に作成 した標
準曲線 は, Ct億 と初期量 と の 間に 良好な相関関係を示 した (図
5). こ れ に より得 られ た 各部位 ご と の 計測値を表4 に示す.
N H E-1 は心臓 に お い て 最 も発現 が高く腎の 7.3倍 で , 最低の
嗅上 皮の 0.51倍 に対 し て14倍で あ っ た . NIi E-2 は最 高が 小腸
で腎の 180倍, 衆低 が 喚上皮の 0.57倍 で 320倍 の 差が あ っ た ･
N H E-3 で は最高が 小腸で腎 の 5.0倍, 最低 が喚 上皮 の 0.0 089倍
で 560倍 の 差 で あ っ た . N H E-4で は最 高が 牌臓 の 30倍 で , 最低
が 大腸の 0.022で そ の 差 は1,400倍 で あ っ た . N H E-5 は最高 が脾
臓の410倍 で , 最低 が腎で 1倍で その 差 は410倍で あ っ た .
以上 の 結果から , N H E-1 は比較的発現 の 差が 少な く各臓器に
お ける差 が最低 であ っ た . N H E-2, 3, 4, 5は最高 と最低 の 差
が大きく, 臓器特異的な発現様式が観察 され た. 喚上 皮 にお い
て は N E E-1 以外の N H E-2, 3, 4, 5の 発現 は非常 に低く, 積極
的な生理的役割を果た して い る と は考えにく い 結果であ っ た .
Ⅰ . 嗅覚障害モデル に お ける 嗅刺激性行動観察(図 6)
硫酸亜鉛水溶液点鼻前 は学習 に より100 % の正答率であ っ た
が , 点鼻に より ど の ラ ッ トで も正答率 の 低下が見 られ 嗅覚障害
が引き起こ さ れて い た. 点鼻後 2 日目 で は平均66.5 % と敢も悪
い 正答率 で あ っ た が , そ の 後 は 4 日目 に 80.0 %, 6 日日 に
83.3 %, 8 日目に90.8 %, 10 日`目に93.8 %と徐 々 に正答率が上
昇 し, 14日 目に97,5 %, 16 日削こ100 %と, 喚覚 は硫酸亜鉛点
鼻前の 状態とほ ぼ同様に回復 し た.
Ⅱ . 嗅覚障害モデル に ぁ ける 組織観察
1 . H E染色
正常群(図7 A) に比べ , 硫酸亜 鉛水溶液点鼻複 2 日目 で は喚
上 皮は 脱落 してお り, 基底細胞 は非連続的 に残存して い た . 粘
膜固有層 には 血管 の拡張が見 られ た (図7 B). 5日 目で は, 基
底細胞 は連続的になり, 再生喚上皮細胞 が密 にな っ て 増殖が見
られ たが , 支持細胞はまだ見 られ なか っ た . Bo w m an腺もほ と
ん ど見 られ なか っ た (図7 C). 8 日 目に な る と , 再生 し た支持
細胞も見 ら れ る よ う になり , ま た Bo w m a n腺 も再形成 さ れ た
(図7 D). 14 日削こなる と , 喚細胞 の 層数が やや 少な い もの の
そ の 他 は正 常群 と変わ らな か っ た (図7 E). 2 1日 日で は正 常群











一A TPa s e抗体 は正 常群で はBo w m an腺の 腺管で 強く染
色 され て い た (図 8朗 が , 喚上 皮 の 脱落 した硫酸亜鉛水溶液点
鼻後 2 日目で は 残存 した基底細胞の ほ か上 皮下 の 喚神経束で染
色が見 ら れ た (図8 B). 点鼻後 5 日 冒 で再生 喚上皮細胞が見ら
れ る よ うに なる と, 再生 嗅上 皮細胞 でも染色 さ れ た (図8 C).
点鼻後 8 日目 で 支持細胞 が 見 ら れ る よ う に な っ て く る と ,
Bo w m a n腺 の 腺管で 染色が認め られ る よう に な っ た ( 図8 D).
点鼻後14 日 目以降で も腺管 へ の 染色 は認 め られ た (図8 E, 円 ･
2) グル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プタ ー 抗 体
グル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プタ ー 抗体 は正 常群で支持細胞 に強
く染色さ れ て い た (図9A) が, 支持細胞の 脱落し てい る 硫酸亜
鉛水溶液点鼻後 2 日目で は 残存基底細胞 に染色 が見 ら れ ( 図9
B), 5 日 目で は ほ と ん ど染色陽性細胞 は観察 され なか っ た (図
9 C). 点鼻 後 8 日 目で 支持細胞が 再生 さ れ る よ う に な る と ,
支持細胞遊離而で染色され ろ よう に な っ た (図9 D). 点鼻後14
月 目, 21 日目 で は, 染色傾向は正 常群 と同じで あ っ た (図9 E,
F).
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Fig･ 7･ Photomic rographs ofse ctio n sthro ugh ol 鮎to rY epitheliain c o ntrolrat(朗, and da m aged rat,2(B),5(C),8(D), 14(E),21 days
(F)afte rd am aged withzin c s ulphate, Stain ed with he m atoxilin-e O Sin ･ Scalebar sindic ate20iL m .
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Fig. 8. Photo micr ographs ofse ctio n sthr o ugh01fa cto ry epitheliain co ntrolrat(朗, and da m aged rat, 2(B)･5(C)･ 8(D), 14(E), 21 days









A T Pa s eim m u n o re a ctivityin du cts of Bo w m an
■
s gla nd, Withthe pr ogr e ssin r e c o v e ry ofolfa cto ry epitheliu min da m aged with zin c
Sulphate. Sc aleba rsindic ate20FLm .
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Fig･9･ Photo micr ogr aphs ofse ctionsthro ugh olfacto ry epitheliain c o ntrolrat(朗, and dam agedr at,2･(B),5(C),8(D), 14(E),21 days
(F) afte rda m aged with zin c sulphate,im m u n ohisto che mic ally stain ed fo rglu c o c o rtic oidr e c epto r a ntibody. Notethein cr e a s ed
glu co co rtic oidr ec epto rim m u n o r ea ctivityin suppo rting c ells, Withthe progre ssin r e c ov ery ofolfa cto ry epitheliu min da m aged with zin c
S ulphate･ Scaleba rsindic ate20p m ･
考 察
100〃 m の 厚 さ の 粘 液層 に覆わ れ てお り, ニ オイ 分子 は粘液層
に 一 旦 溶けな い と 嗅細胞 に達 し な い . 嗅細胞 の 先端の喚小胞か
ニ オ イ を呈す る化学物質の 数 は2 0万種とも言 わ れ て お り, ら遊離面 に数多く の 嗅線毛が伸 び て い るが , こ オ イ分子は粘液







































嗅覚障害モ デ ル で の 電解質調節蛋白 の 発現 に つ い て
数の Bo w m an腺が 存在 し, そ の 腺管は 喚細胞の 間 に散在 して お
り, こ こ か ら 喚粘液が分泌 され て い る
1錮
. 喚細胞 が ニ オイ 利敵
を受ける と 喚細胞膜にある種々 の イオ ン チ ャ ン ネ ル を通 して イ
オ ン 交換 が 起きる と さ れ て い る が , ニ オ イ刺激後の イ オ ン の 状
態を元に回復 さ せ る恒常性維持機構が喚上皮 に備わ っ て い なけ
れ ばな ら ない . 喚細 胞の 受容膜上 は ほ ぼ 一 定の イ オ ン 環境 にお
かれ て い る と考え ら れ て い る が , こ の 粘液の Na+ イ オ ン 濃度は
50～ 60m M で, 呼吸上 皮 の128～ 150m M と は大きく異な っ て
い る . こ の 喚上 皮 にお ける Na
十
イ オ ン の 低濃度 の 相違 は , 内耳
蛸牛の 内リ ン パ 液と 同様 に喚覚受容 に何 ら か の 役 割を果た して
し
L





rA T Pa s eは全て の 動物細胞 の 細胞膜 に存在する が , 特
に腎臓と脳で最も強く発現 し
20)A T Pを分解 して 細胞内 Na
+ イオ
ンと細胞外 K十イ オ ン の 能動輸送を行 い , 細胞 内イ オ ン環境 (低
ナ トリ ウム , 高 カリ ウ ム) を維持す る 機能 を担 っ て い る酵 素で
ある . また 腎臓 , 腸 管, 腺 な どの 組織 の 細胞で は , こ の 他 に イ
オ ン の能動輸送を活発 に行う こと によ りイオ ン , 水な どの 吸収,
分泌に 貢献 して い る と 考え られ て い'る 21). Na+, K+rA T Pas eは 2
つ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成り, 分 子量約1 0万 の α 鎖と 分子量約
5.5万 の 糖 蛋白質 であるβ鎖が ほ ぼ 1 : 1 の 割合で 結合 して い
る
22)23)
. cD N A クロ ー ニ ン グの 研究 か ら , 広い 動物種 に わ た っ
て α 鎖に は α 1 , α 2 , α 3 の 3種 の ア イ ソ フ ォ ー ム が , /9 鑓
には β1 , β2 の 2 種の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存在する こ と が 明ら
かと な っ て い る20)24)が , そ の 中で β1 サ ブ ユ ニ ッ トは 比較的多




-A T Pa seの 機 能に 関係する部




活性発現 に は必要不可欠で , α 鎖 と結 合 して α 鎖の 構造を安定
化 し, その 細胞膜 へ の 輸送に関与 してい る と推定 されて い る
26)27)
気道上皮 の イ オ ン輸 送に つ い て は こ れ まで 主 に気管を用い て研
究が進め ら れ て きた 2 8卜 32). 気 管の イ オ ン輸 送は 上 皮細胞 の 基
底側膜 に存在す る Na+ , K
+
-A T Pa s eに よ っ て 惹起 され , 主 に Na
+
イ オ ン が 吸 収, Cl
~
イ オ ン が 分 泌さ れ , こ の 吸収 ､ 分泌 の 比 率
によ っ て 上皮 を 介 して の 浸透圧差 が 生 じ, 管腔 へ の 水分の 供給
をもた ら す こ と が 明ら か に され て い る 2 9). 喚上皮 で は 喚粘液は
Bo w m a n腺か ら分泌 さ れ る の で, 気道 へ の 水 分供給 の 点で は 同
じ気道上皮 でも相違が見 られ る.
唾液腺 や 腎臓 で の Na+再吸収, K
+
排 出は , 全身性 コ ル チ コ ス




一A TPa seの 活性 を調節する こ と により
制御さ れ て い る と の 報告3 3卜 3 6)が ある . 唾 液腺 の 腺房州胞 に お




-A T Pa s eは唾液 の 分泌初期や腺管内で の Na十 イ
オ ン 濃度調節に必要と され て お り3 7), 更 に コ ル チ コ ス テ ロ イ ド




-A TPa se活性 を調節 し, 唾液の イ オ ン 含有量 を変
化さ せ る と さ れ る . 唾液腺の 腺房細胞 の 基底側面 に沿 っ て 存在
する Na+ , K
+
-A T Pas e3
8)の 作 用 によ っ て 腺房細胞 か ら腺管内 に原
唾液が分泌さ れ , こ れ が 腺管 を通過する間に腺管細胞の 基底側








+ の 排 出が なさ れ る 3 7). 更 に , 唾液腺 に は グ ル コ コ ル ナ コ
イ ド レ セ プ タ ー が 多く存在 し3 9), Na+ , K+,ÅTPa se活性 が ス テ ロ
イ ドに よ っ て 制御 され て い る こと も知 ら れ て い る 40). また 腎臓




-AT Pa s e活性増加 と Na+ の 再吸収増加作用
がほ ぼ 一 致 して 近位尿細管, 髄質 ヘ ン レ係蹄太い 上 行脚で見ら
れて い る .
今回の 結果に よ り, こ の こ と と 同様 に喚上皮に お い て もス テ
ロ イ ドがNa+ , K
r
rA T Pa seの 活性を調節 し, 喚粘液の 電解質組成
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を制御 して い る可 能性が示唆 され た. Na十, E十rA T Paseノ9 - 1 抗
体 が Bo w m a n腺 の 腺管 や腺房細胞で染色 され て お り , こ の 考え
を裏付 け る もの と 思 わ れ る . しか しな が ら今回 の 検討で は ,





,ÅT Pa seが 腺房細胞 に は腺管ほ ど多く存在 しない と か ,
腺房細胞 と腺管 は機能が違うの で α 鎧量 と/ヲ鎚量 の 割合の 変化





A T Pa seの α 鎖蛋白質量 と 針猥蛋白質量の 割合 は必ず しも1 :
1 で はなく , 組織 , 酬 胞に よ っ て は α 鎖過剰 の 場合41)42)や β鎖
過剰 の 場合43)44)が ある . よ っ て , 今後Na+ , K+ ,A TPa s eの 他の サ
ブ ユ ニ ッ ト抗体で の 検 討の 必要性もある と思 われ た.
グ ル コ コ ル チ コ イ ドは, 一 般に他 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン と同様
に単純拡散 に より細胞膜 を通過 した の ち グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ
セ プ タ ー と結 合, こ の 解合物 が核内 に移動 し特定 の D N A鎖
短1u c o c o rticoidr espo n se ele m e nt)と結合 し45), 遺伝子を活性化
さ せ て m - R N A や蛋白を合成 して グ ル コ コ ル チ コ イ ドの 作 用を
発現する
`l(ミ)とさ れ て い る . 従 っ て , レ セ プ タ ー と の 兢合 は作用
発現 に不可欠な第 一 段階で あり, そ の ホ ル モ ン作用 は標的細胞
中 の グ ル コ コ ル ナ コ イ ドレ セ プ タ ー 数 及び 親和性 に よ っ て規定
され る の で , レ セ プ タ ー の 増威は グル コ コ ル チ コ イ ドの 作用発
現 に大きな影響を及ぼ して い る.
今 回の 研究 に より グル コ コ ル チ コ イ ド レセ プ タ ー が喚上 皮 に
多数存在す る こ とが 確認さ れ た こ とか ら , グ ル コ コ ル ナ コ イ ド





,ÅrPa s eな どの 活性調節機構 の 存在の 可 能性が示唆 され
た
. しか しなが ら支持細胞その もの で は Na+ , K
十
,A T Pas eの 発
は弱く, ま た支持細胞か ら 腺房や腺管細胞 に対 して どの ような
情報伝達が行わ れ る か は , 現在の と こ ろ 全く不明である .
N E E は細胞膜に存在す る蛋白で , 細胞外 の Na+ イ オ ン と細胞





,A T Pa s eに よ っ て 作り出 され た 細胞内外 の Na+イ オ
ン 濃 度勾配を用 い てい る. その 役割 は現在まで判明 して い るも
の で は , 細胞内pE の 調整, 細胞の 容積 の 維持 , 細胞の 増殖 ･
分裂 に 際 して の 活性化4 7), 細胞を介 して の Na
+
の 吸収な どで あ
る1 2)1:う)
. ま た , N H E に は現在ま で に N H E-1 か ら N H E-5まで の
5種類の ア イ ソ フ ォ ー ム の 存在が 明 らか にさ れ て い る . N H E-1
は全 て の 細胞 に普遍的 に存在 し, 上 皮性細胞 で は基底側膜に存
在 し
47)
, 細胞 内pH を維持す る ハ ウ ス キ ー ピン グ 的な働きを し
て い る と考え られ て い る . "一 方 N H E-2, N H E-3 は腸管や 腎の 上
皮性細胞 の 管腔側に多く発現 し, Na
十
の 吸収 に積極的に関与 し
て い る
舶)4 9)もの と 考え ら れ て い る . N H E-4 は胃や 腎以 外 に子宮
や脳, 骨格筋でも比較的多く発現が報告 さ れ て お り, 腎で は 集
合管 の 高浸透圧 下 で の Na十 イ オ ン の 再吸収 を司 ど っ てお り, 特
殊 な 条件 下 で 働く特 に分化 し た ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る 5(り .
N H E-5は 脳, 牌臓 , 肺 で の 高発現が報告さ れ て お り, 神経系で
の 特 異的役割が示唆 され てい る 51)5 2)が 詳細 な機能 に つ い て は 不
明で ある .
今 回の 我 々 の 検索の 結果か ら は , N H E-1 が他 の 組織 と比較 し
て や や低 め で はあ るが , 生 理 的な役割を期待 できる発現が確認
さ れ た . 他 の ア イ ソ フ ォ ー ム は 発現 の 高い 臓器 に比 し て発現が
100倍以 下 で , 何 ら か の 生理的な機能が期待できる ほ どの 発項
は み ら れ な か っ た . N H E-2, N H E-3 に関 して は 嗅上 皮が Na
+
イ
オ ン な どの 電解質の 再吸収 にか か わ る臓器で は な い こ とか らも
安当な結果で ある と 考え られ る . N H E-4 や N E E-5 につ い て は
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脳で の 高発現も報告 され て い る
52)が , 嗅上 皮 は知覚 の
一 次 ニ ュ
ー ロ ンが 存在す る と こ ろなの で , 脳 と は発現様式が異な っ て い
る もの と考え ら れ る .
N E E-1の 喚覚上皮で の 発現 は, 内耳の 蛸牛 に お ける外有毛細
胞53), 前庭 の 暗細胞54), 内リ ン パ 嚢の 上皮細胞
5)で の 発現 が確
認 され て い る こ と と類似 して お り, 興味深 い もの で ある . す な
わ ち, N H E-1 は こ れ ら感覚希細胞の 恒常性 の維持 に働 い て い る
こ とが 推測され る. そ の い ずれ もが , 細胞 に対す る ア ミ ロ ラ イ
ド負荷 や H+ 負荷実験 か ら N H E-1の 発現を推定 して い る. こ の
こ と は, 今回の 我々 の 嗅上皮 の 結果 と 一 致 して興味深 い .
今 回の 我 々 の N IまEの 検索 は, 定量的P C R法に よ っ た . こ の
方法 は測定感度 が高く , 測定範囲が広い の で , 最近本法を利用
し た m -R N A定 量実験 の報告 が多く され る よう に なっ て きて い
る56)57). 従来の 標準法である ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト法 に比 して , 少
量 の m -R N A量 で 測定 が可能である こ とや , 放射性同位元素を
使わなく てもよ い と い う利点があげら れ る56)57). 今回の 我 々 の
測 定結果は , 種 々 の 臓 器 にお い て 過去 の 報告 と よく 一 致 した .
また各個体 における 3 回の 測定値の ばらつ きは小 さく ! 再現性
の 高い 測定で あ っ た と 言える. 特異的なプライ マ ー と プ ロ
ー ブ
を組み 合わ せ て使用 し, ま た それ ぞ れ の N IまEの アイ ソ フ ォ ー
ム で特異性 の 高 い 領域 の 配列をタ ー ゲ ッ トに した た め , 嗅上皮
以外の 臓器で は過去 の R Na seプ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ と の 結果
と もよく 一 致 した .
今回 の 検索 に よ っ て N H E-1の 発現 が確認されたが , これ は
喚上皮全体で の 発現 であり , 喚細胞, 支 持細胞, 基底細胞 ,
Bo w m an腺細 胞な ど が混在して い る . 今後 は , 特 異抗体 が入手
可能となれば局在を検紆する必要 がある と思わ れ る.
また , われ われ は こ の 蛋白が 喚上皮を覆う粘液の組成 の 維持
に関与 して い る可能性を考え て い る. 今後は様々 な喚上皮 の 傷
害モ デ ル を用 い たり , い ろい ろな薬剤の 投与下に お ける N E E-1
の 発現 の 変化を検討 し, その 生理的機能を解明 し て い き た い .
今回の 研 究で は硫酸亜鉛点鼻に よ る 喚覚障害モ デ ル を作製 し,




m as eと グ ル コ コ ル チ
コ イ ド レセ プ タ ー の 発 現を検討 し た . 障害群で は点鼻障害彼の
喚上皮の再生 と と もに 喚覚障害 は改善したが , それ は 嗅刺激性
行動観察に より裏付けられ た . ま た同時 に免疫組織化学染色 に
よ っ て, Na
+
, 打 通T Pas eと グ ル コ コ ル チ コ イ ドレセ プタ ー も点
鼻障害により 一 旦見 られ なくな っ た が , 喚上皮 の 再生 と とも に
再 び 見られ る よ う にな っ た . つ まり 今回の 結果より, 喚上 皮障
害後 に喚上皮の 再生 に伴 っ て Na+ , K+通T Pa seと グル コ コ ル チ コ
イ ドレ セ プ タ ー も同時 に再生 し, また 喚覚障害も改善 し て い く
過程 が観察 された. よ っ て 喚上皮 には , 形腰的な再生の み な ら
ず喚粘液の分泌や調整維持の 面で も再生能力がある こ と が推察
さ れ た.
結 論
嘆粘液の性状 の 異常 に よ る嗅覚障害の 存在を推定 し, 電 解質
濃度 の 維持や調節機構 に つ い て ラ ッ トの 正常群 と硫酸 亜鉛点鼻




K+功T Pa s eと N H E-1 につ い て
, ま た Na
+
,
K+｢År Pa s e
を制御する と考えられて い る グ ル コ コ ル チ コ イ ドの レセ プ タ ー
に つ い て, 喚上皮 で の 発現を観察 し次の 結果を得た .




- A T Pa s e抗 体 は
Bo w m a n腺 の 腺管で 最 も強く発現 が 見 ら れ , そ の ほ か に
Bo w m a n脾 の 腺房細胞や喚細胞でも発現が見 られ た.
2 . 正 常群 の 喚上 皮で , グ ル コ コ ル ナ コ イ ド レセ プ タ ー 抗体 は
支持細胞 の 鼻腔側細胞質で最も強く見ら れ , その ほか に支持細
胞 の 基底側面で も発･硯が見 られ た .
3 . 定量的 PCR法 に よ り, 嗅上 皮 にお い て N ⅢE-1は 生理的役
割が期待 できる発現 が確認 され た.
4 . 硫酸 亜鉛 を点鼻し, 喚覚 障害モ デ ル を作製 した . 喚上皮の




-A T Paseや グ
ル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プ タ ー も再生 された . 行動学的な観点で
も, 喚覚障害 の改善が確認 され た.
以上 の 結果 より , 喚粘液の 調整維持機構と して Na十, 灯｢〟r Pase
や N H E-1 が作用を し, それ を グ ル コ コ ル チ コ イ ドが 制御 して
い る可能性 が推定さ れ ,今後 ス テ ロ イ ド投与 に よ る これ らの 蛋
白 の 発現 の 変化を検討す る必要 がある と考えら れ た .
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- AT Pas e,S Odiu m -PrOtOn e X Changer-1(N H E-1), glu c o c o rticoid re c eptor, 01factory
dysfun ctio n
A bstract
Al though olfactory dysfun ctio nhas notbee n wellrecognized as a se rio u sim pal m e nt Ofqu ality oflife of the patie nts,
m or e and m ore･atte ntions arepai dto th isim palrm e nt be c a u s epeople w ants bette rquality of lift･ I is ofte n observ ed that
Patients with hy pe rsecretio n ofn asal m uc ous c omplaintde c re a s ed olfactio nin clinicalsetting, n O t O nlyinflam m atory m uco sal
SW elling disturbs the air no w c o nt alnl ng Odorto reach the olfact ory epitheliu m , but als o the qu ality a nd qu a ntlty Ofthe n asal
m u cous might atleastin part ca us e the olfactorydysfun ctio n･ Ele ctrolyte c onc entr atio n ofthe olfa cto ry m uc ousis sup posedto
be underastrictr egulation,fe w m echanismshavebe enreported aboutthe olfact ory m u c o us elec tr olytes･ T hisstudy w asdo n e






im m u n ore a c tivityin the olfa ctory m u c os aim m unohistologic ally, andthe e xpression ofs odium -PrOtO n e X Cha nger(N H E)was
estim ated bythe qu antitativ e r e altim e polym er ase - Chain re a ctio n･ G lu c o cortic oidrec eptor e xpressio n wa s also studied




-A TPasein the kidn ey, a nd the





- A TPaseim mun ore a ctivity w as observ ed in the ductal ce11s of Bow m an
,
s gla nd and w e ak im m unore a c tiv lty WaS
Observ edthe acinalcells of the gland and olfactry cells･ W ithqu a ntitativ ePC Rm ethod, am O ng5 is oform sw e studied, NH E
-1
m R N Aw as expres s ed at an slgnificant am o untin the olfacto ry epithlia･ Glu coco rtic oid re c eptorim m u n o re a c tivity w as
Obs er ved in the cytoplasm ofthe olfact ory sup portl ng Ce11s that fa ce nas al cavity a nd w e ak expre s sion was obs e rved




- A T Pa se
a nd gluc o c orticoidrec eptor wer e wellre sto red after theiruurythat wa sagreed with histologl C al findings ofolfa ct ory epithelia






N H E-1 a nd glu c o c o rticoid
re c eptor mightcontribute tothe r egulation ofelctr olytes conc e n tr a ion ofthe olfacto ry m u c us･
l
